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　　　It　is　still　difficult　to　cure　geriatric　bacterial　infections　completely，　in　spite　of　the　use　of　powerful
second－and　third－generation　antibiotics．　lt　has　been　said　that　100／o　of　those　cases　would　die　by
immunodeficiency．　Although　the　immunity　can　be　divided　into　humoral　and　cellular　immunities，　the
author　focused　on　morphological　effects　of　immunoglobulin　（lgG）　upon　bacteria　in　this　study．
Namely，　（1）　the　inhibition　on　the　growth　of　gram－negative　and　gram－positive　bacteria　incubated
in　the　lgG－added　BHI　medium　was　observed；and　（2）　K．　pneumoniae　was　incubated　with　lgG　alone，
without　supplementation　of　complements，　neutrophils　or　macrophages，　and　then　observed　under
electron　ultramicroscope　and　scanning　electron　microscope．
　　　In　the　growth　inhibition　study，　although　50／o　5s　lgG　gammavenin　（GV）　was　found　to　inhibit　the
growth　of　gramnegative　bacteria，　excluding　P．　aeruginosa　and　S．　marcescens，　up　to　6　hours　after　the
beginning　of　incubation，　these　bacteria　began　to　grow，　and　returned　to　the　previous　levels　after　24
hours．　lndicating，　the　remaining　bacteria　returned　to　their　pretreatment　levels　after　24　hours．
　　　The　morphology　of　K．　pneumoniae　after　incubation　with　GV－sensitized　latex　for　15　minutes　at
370C，　shows　the　latex　adhered　to　the　bacterial　membrane，　resulting　swollen　membranes　with
bacterial　contents　suggesting　cytolysis．
　　　As　for　electron　microscopic　features　of　K．　pneumoniae　incubated　for　15　minutes　at　370C　along
with　GV－sensitized　Au　colloid　particles，　which　are　O．05　ptm　in　diameter　and　1／8　smaller　than　latex
particles，　the　Au　colloid　adhered　to　the　bacterial　membrane；the　membrane　bent　and　had　vesicular
appearances　as　the　outer　and　inner　layers　respectively　protruded　laterally　and　medially，　suggesting
the　condition　immediately　before　breaks；On　the　other　hand　sensitized　Au　particles　adhered　to　the
slanting　surface　of　bending　membrane，　and　entering　into　the　bacterial　membrane　through　a　tear
were　seen．　However，　the　membrane　could　be　repaired　when　cracks　were　mild　and　small，　while　the
bacteria　would　die　when　cracks　were　large．
　　　These　findings　suggested　that　after　lgG　adheres　to　antigens　on　the　bacterial　membrane　surface，
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the　membrane　is　damaged，　and　bacteria　are　phagocytosed　by　neutrophils　through　opsonin　effect，
while　some　bacteria　die　off．
1，緒 言
　日本人の死因の順位は1980年までは，脳血管障
害，心筋梗塞，癌の順位であったが，1981年より癌
が首位となり，脳血管障害，心筋梗塞の順に変わり，
殊に老人では癌の死亡率が著明に増加していること
は注目すべきであるが，それと同時に，近年感染症
の死亡率が上昇している．感染症中，細菌による細
菌感染症は強力な抗生剤が相次いで開発され，臨床
的に応用されているに拘らず，老人の感染症は難治
性の傾向を示し，その治癒率は成人に比し，極めて
不良である．この理由として老人の免疫能の低下が
指摘されている．試験管内での抗生剤の殺菌作用は
ほぼ100％の効果が得られているが，感染症の死亡
率の90％は抗生剤で治癒するが10％は抗生剤だけ
では治癒しないという．その残った10％は免疫学低
下による免疫能の不全に起因するといわれている．
　しかし免疫グロブリン（IgG）の構造および機能
が明らかになるにつれて，その臨床的応用が導入さ
れ，IgGを細菌感染症に投与し効果のある報告が増
え，その効果も着実に認められてきた．免疫グロブ
リンIgGが細菌感染症に対して効果を発揮する機
序としては，（1）IgGはオプソニン効果により細菌
が好中球，マクロファージによって貧食され易くな
る．
　（2）IgG　が補体と結合し　classical　pathway，
alternative　pathwayを作動して細菌膜を障害し，
溶菌作用を発揮すると理解されているが，菌に対し，
直接作用はないか形態学的に検討すべくこの実験を
企画した．
II．材料と実験方法
1．材料
1）使用細菌
グラム陰性菌：K．pneumoniae，　E．　coli
　　　　　　　P．　aeruginosa，　H．　influenzae
　　　　　　　N．　gonorrhoeae，　S．　marcescens
グラム陽性菌：S．aureus，　S．　epidermidis
　　　　　　　S．　Faecalis
2）免疫グロブリン
pepsinで消化処理をしたヒト免疫グロブリン
（IgG），ガンマベニン（GV）（ヘキスト社製，5s　IgG）
を用いた．実験には5％，10％GVを調整し，使用
に供した．
　3）抗生剤
　12，5μg／ml及び25μg／ml　AB－PC液を調整し
た．
　4）培地
　（1）brain　heart　infusion（BHI）（栄研）
　（2）　50／．　GV十BHI
　　100／．　GV十BHI
　（3）　12．5＃g／ml，　25　vg／ml　AB－PC十BHI
　（4）　50／．　GV十12．5ptg／ml　AB－PC十BHI
　（5）　50／．　GV十25　ptg／ml　AB－PC十BHI
　（6）BHI十5％アルブミン
　以上6種類の培地を用いた．
　5）培養細菌数
　　1．5　×　105／mlt一一106／ml
　2．実験方法
　1）細菌増殖実験方法
　（1）BHI培地におけるグラム陰性菌の増殖実験
　（2）10％GV（ペプシン処理IgG）BHIにおける
グラム陰性菌の増殖実験
　（3）10％アルブミンBHIにおけるグラム陽性菌
の増殖実験
　（4）10％GV　BHIにおけるグラム陽性菌の増殖
実験
　（5）各種培地におけるK．pneumoniaeの増殖実
験：の5つについて行った．
　2）ガンマベニンのK．pneumoniaeに及ぼす形態
観察実験方法
　（1）GV感作ラテックスを用いる方法
　ガンマベニン感作ラテックスの作成法
　材料
　ガンマベニン：K．pneumoniaeに対する凝集価は
26倍であった．
　ラテックス：直径0．4μm（べ一リンガー製）
　肺炎桿菌（ATCC　10031株）：ヘキスト研究所より
分与
　グリシン生理食塩液の調整
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を蒸留水で1．81に溶解し，0．1MNaOHでpH　8．2
に調整し最終的に21とする．
　実験方法：GV感作ラテックスの調整法
　1％ラテックス2ml
　グリシン生理食塩液6　ml
　1％ガンマベニン2m1
　を混和し，37℃（室温），4－10℃で25時間撹絆し
撹絆後グリシン生理食塩液で洗浄し，PBSで2m1
に懸濁した．
感作ラテックスの凝集価確認実験
　GVで感作したラテックスが凝集価を確認する目
的で抗IgG／Fab（ヘキスト）を用いてガラス平板上
で凝集実験を行い，24，24，23と凝集価がえられた．
　肺炎桿菌，ガンマベニン感作ラテックス結合複合
体の検出実験
　電顕作製法
　肺炎桿菌ATCC（2×108／ml）200μ1
　感作ラテックス　　　　　　200μ1
　を混合し，37℃15分培養後電顕でネガティブ染色
を行う．
　ガンマベニンを肺炎桿菌で吸収し，凝集価を低下
させたガンマベニンで感作した感作ラテックスによ
る肺炎桿菌，ガンマベニン感作ラテックス結合複合
実験：
　50μg／mlのガンマベニン1m1と肺炎桿菌（1×
108／ml）4mlを混和し，37℃15分間培養後遠心分
離し上清を得る．これに肺炎桿菌を加え，同様の操
作を8回繰り返すと凝集値は26倍から21倍に低下
した．この上清でラテックスを感作したもの及び免
疫グロブリン無感作ラテックスを対照として用い
た．
3）GV感作コロイドと肺炎桿菌培養実験
　GVが肺炎桿菌膜に接した場合，　GVが肺炎桿菌
膜に対し，どのような細菌膜に作用するか，細菌膜
にGVがどのように侵入して菌に影響をもたらす
かを検討する目的でラテックスの1／8の大きさ，す
なわち直径0．05μmの金コロイド粒子を用い，感作
金ロイド粒子の動態及び細菌膜に及ぼす影響を観察
する目的でこの実験を企画した．実験方法は次の通
りである．
肺炎桿菌→室温で24時間放置し→ブイヨンで1：1
に希釈後16時間37℃で培養→OD　650≒0．2になる
まで培養増殖後→ブイヨンで1：5に希釈する．→
10％GVで1：1（全量5ml）になるよう希釈し，15．
C30分培養後3回，1／15　M　PBS（PH　7．0）で洗浄
→GV感作金コロイド液を1：1（1．5mlずつ）3ml
になるよう混和し，20分15℃で培養する→資料を
とり2％gltaraldehydeで固定→3000　rpm．10分
4℃で遠心沈殿する→1／15mPBS（PH　7．0）で2
回洗浄，4℃10分3000rpmで遠心沈殿する→超微
電顕及び走査電顕で観察
電子顕微鏡切片作成方法
　gltaraldehydeを含む固定液
撚：燈｝｝飴
にて固定→エポン包埋→切片→標本染色（染色剤と
して酢酸ウラン，酢酸ウラン酢酸鉛を用いる）→電子
顕微鏡にて鏡検（JEM　100　B型電子顕微鏡で観察）
走査型電子顕微鏡切片作成方法
　材料の摘出→洗浄→固定→水洗→脱水→乾燥→金
属薄膜の蒸着→HS　2300型走査型電子顕微鏡にて
観察
III．結 果
　1）細菌増殖に及ぼすガンマベニンの影響
　5％ガンマベニンのグラム陰性菌に対する成績で
は図1の如く，K．　pneumoniae，　E．　coli，　N　gonorr－
hoeae，　H．　influenzae，は培養1時間より2％，6時
間まではN．gonorrhoeaeが最も減少が強く2．0×
103，3．5×102そして6時間には1．0×10／mlに減
少した．次いでEcoliでは，10×106／m1より2．0×
lo4／ml，　4×103／ml，　7×102／ml，　2．0×10／ml，　K．
pneumoniaeでは1×107／m1から3．0×105／ml，
5．5×104／m1，1．5×104／ml，3．5×103／mlと減少し，
H．influenzaeも5．5×105／ml，次いで5．5×105／
m1，3．0×105／ml，2．0×IOs／ml，8×103／m1，と減少
傾向を示したのに対し，P．　aeruginosaは2．0×106／
ml，　3．5×106／ml，　5．5×106／ml，　1．0×107／ml，
1．0×108／m1と増殖上昇し，　S．　marcescensは2．0×
106／mlより3．0×106／ml，1。5×107／ml，　L　5×108／
ml，1．0×109／mlと増加し，　P．　aeruginosa，　S．　mar－
cescensには増殖抑制効果は見られなかった．6時間
までは減少するが24時間後には前値にまで増加し
た．
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　　次にグラム陽性菌に対しては，S．　epidermidisは
4は減少傾向，9．0×105／ml，8．5×105／ml次いで
9．0×105／ml，15×106／mlであるが，6時間後には増
加し6．0×107／mlとなり増殖抑制効果はグラム陰
性菌に比し弱い．しかし，10％GVでは6時間では
減少し2．0×104／mlに減少した．その他の菌，　S．
aureus　は増殖効果はなく，図2の如く1．5×106／
ml，　6．5×105／ml，　6．0×105／ml，　2．5×105／ml，
5．5×108／m1となりS．　Faecalisも3．0×106／ml，
1．5×106／ml，　4．5×106／ml，　3．0×107／ml，　9．5×
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図5Proliferation　inhibitory　effect　of　5％Pepsin－Ig
　　alon，　combined　with　ABPC　and　ABPC　alone　on
　　K．　Pneumoniae　in　vitro
108／mlと増加した．
　それに対し対照として行ったアルブミン培地によ
る細菌増殖抑制成績はグラム陰性菌でも全部抑制効
果は認められず図3またBHI培地による増殖抑制
効果は図4の如くアルブミン培地と同様細菌増殖は
時間の経過と共に増加し，増殖の抑制は認められな
かった．
　一方，K．　pneumoniaeに対し5％ガンマベニン単
独及び各種濃度（12。5μg，25μg）のAB－PCを添
加した培地では図5の如く5％のガンマベニンに
25μgAB－PC添加した培地で最も増殖抑制が強か
ったが，それでも24時間後では106／ml以上に増加
した．
　以上の成績から5％或いは40％ガンマベニンの
細菌増殖抑制作用はグラム陽性菌の中N．gonorr－
hoeae，　H．　influenzae，　E．　coli，　K．　pneumoniaeに
対しては6時間まで抑制作用はあるが菌全体を殺す
段階には達せずに若干，なお生存し，24時間まで再
び生き返って増殖すると考えられる．
　しかし，グラム陽性菌に対しては抑制作用はない
と考えられる．
　2）ガンマベニンのK．pneumoniaeに及ぼす形
　　態学的所見
　5％ガンマベニンをBHIに添加したK．　pneu－
moniaeの塗沫染色ではK．　pneumoniaeの膨張，延
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図化が見られるが，超微電顕像では如何なる変化が
見られるかについて観察した．
　（1）GV感作ラテックスよるK．　pneumoniaeの
形態学的変化
　図6の如くk．pneumoniaeの膜面に互いに凝集
したガンマベニン感作ラテックスが相互に重なり，
或いはつながって細菌膜に接着しているのが多数み
られる．ラテックスが附着していない側の細菌膜は
膜構造及び膜境界は不鮮明である．又，ラテックス
が附着した膜間層には細菌内容物が膜間に流出して
いるのがみられ，膜障害が推測された．
　図7はK．pneumoniaeの右下端に細菌膜が膨化
し嚢状を呈し，その中に細菌内容物が流入し，まさ
に破壊する寸前の状態を呈し，K．　pneumoniaeが死
滅するかの如き像を示している．
　図8は2個のK．pneumoniaeが相互に接合し，上
部の細菌の内容蛋白質は両端に集合し，中間の内容
蛋白質は不鮮明であり，又膜構造も明瞭でなく膜に
附着した1個のラテックスの膜附着面に内容物の流
入を認める．
　図9はK．pneumoniaeの両端に凝集した，ラテ
ックス塊が附着しているのが明瞭である．
　（2）K．pneumoniaeで凝集価を吸収（26より21）
し凝集価が低値となったガンマベニンで感作したラ
テックスによるK．pneumoniaeの形態
　図10の如く相互に凝集したラテックスの集塊が
認められるがラテックスが附着した　K．
pneumoniaeはみられなかった．
　（3）GVで感作しなかった無処置ラテックスによ
るK．pneumoniaeの形態
　図11の如くラテックスが附着した　K．
pneumoniaeはみられなかった．
　（4）10％アルブミンで感作したラテックスによ
るK．pneumoniaeの形態
　無処置のラテックスと同様，ラテックスの集塊は
認められるが，ラテックスが附着したK．
pneumoniaeは認められなかった．（図12）
　（5）5％ガンマベニンで直接添加，15分37℃培養
によるK．pneumoniaeの形態
　図13の如くK．pneumoniaeの内容物欠損部では
内容物と思われる低電子像が膜に近接してみられ，
細菌内蛋白質が膜外に流出していることを示唆して
いる．
　以上よりガンマベニンはK．pneumoniaeの細菌
（5）
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図7Gamma－Venin＋K．　pneumoniae（Lysis
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図14Budding　of　the　cell　membrane
　　caused　by　interaction　with　Au　coated
　　with　F　（ab’）2　fragment　（G－V）
膜と結合附着し，細菌膜を障害し，細菌を死滅せし
めると思われる．
　そこでガンマベニンが如何なる機構で細菌膜を障
害するかを明らかにするためにラテックスの1／8に
相当する大きさの金コロイド粒子を用いて実験し
た．
　3）GV感作金コロイド粒子のK．　pneumoniae
　　に及ぼす形態学的変化
　図14は　GV　で感作した金コロイド粒子が　K．
pneumoniae細菌膜面の抗原と恰も結合附着したか
の如くキャップ状を呈し，膜は屈曲解同し，蛮入し
た膜の傾斜面に沿って金コロイド粒子が附着してい
るのがみられる．
　図15は金コロイド粒子が附着した細菌膜の隣接
部位の膜は嚢状に突出し，膜外層は外方に膜内層は
内方に向かって膨れ，その結果，嚢状を呈している
ようにみられた．これはGV感作ラテックスにもみ
られた膨化し嚢状を呈した死滅寸前のK．
pneumoniaeと同一所見と思われた．
　図16は屈曲陥凹した膜に金コロイド粒子が恰も
蛮入低部におちこんで附着し，細菌内に闊入する前
の所見を示唆している．
　図17は細菌膜が断裂し，細菌内容物が逸脱し，内
君
蕪
x　，．
翁
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図161ncorporation　of　Au　coated
　　with　F　（ab’）2　fragment　（G－V）　into
　　the　inner　cell　membrane
箋
耀騨難響
　　　　　　二蜘　『
図17Au　coated　with　F（ab’）fragment
　　（G－V）　adheres　to　the　surface　of　the　cell
　　membrahe
部が空胞化し，断裂した下方傾斜膜面に数個の金コ
ロイド粒子がみられ，金コロイドが細菌内に入り込
む像が推測された．
　図18は完全に1個の金コロイド粒子が細菌体内
に入った後，膜が修復されたのを示しているが，そ
の部位の膜面に多数の金コロイドが膜に附着してい
る像を示している．
　図19は細菌膜の内外層が共に高度に障害され，細
菌内容物が細菌外に流出し，細菌内蛋白質が全くみ
られなくなった死滅細菌を示している．
　図20は10％ガンマベニンとK．pneumoniaeを
混和培養した肺炎菌の走査電顕で，菌の延長化，膨
（7）
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図181ncorporation　of　Au　coated　with　F（ab・）、　図191ncorporation　of　Au　coated　with　F（ab’）・
　fragment　（G－V）　into　the　cytoplasma　fragment　（G－V）　into　the　inner　cell　membrane
図20
化と細菌膜の剥離している像である．
　以上よりペプシンで処理した5sIgG，すなわち
GVはK．　pneumoniaeの膜を障害し，細菌膜が障
害され，亀裂し，内容物が流出し死滅すると考えら
れる．
IV．考 察
　1959年，Edelmanが抗体（免疫グロブリン）の構
造解明の研究に着手してから免疫グロブリンの構造
機能に関する研究成績が1960年始めから注目され
たが，その中でEdelman（米），　Porter（英）の業
績はエポックメーキングであり，免疫学の様相を一
変させ，数多い抗原抗体反応に包まれ，解明できな
かった医学での数々の謎を解く鍵となったことは周
知の通りである．
　免疫グロブリンIgGの基本構造はEdelman及び
Porterによればポリペプチド鎖である2本の
Heavy（H）鎖と2本のLight（L）鎖が鎖間及び鎖
内でdisnlfide（s－s）基で結合され，　Y字型を形成
し，H鎖は分子量55，000，　L鎖23，000で構成アミ
ノ酸の数はほぼ2：1である．IgGの基本構造で重要
な点は可変部（variable　region　V）と不変部（con－
stant　region　C）とからなり，可変部は挟側N末端
からL鎖の1／2，H鎖の1／4までの部位でアミノ
酸一次配列の高い多様性を示し，抗体が抗原と結合
する部位である．それに対し不変部はN末端と反対
側に位置するC末端のある方でアミノ酸配列はほ
ぼ一定し，機能的には補体又は好中球，マクロファ
ージと結合する部位である．
　このような抗体特有の機能を有するIgGは生体
に抗原となる細菌，ウィルス，寄生虫の侵襲を受け
ると抗原と結合する部位Vで抗原と結合し，不変部
Cで好中球，マクロファージや補体の援助によって
抗原を処理することが確認されている．
（8）
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　　このような抗体の機能から細菌感染症においては
　抗体の投与が生体にとって補体の活性化により溶菌
効果を促進すること，又抗原と結合しオプソニン効
果を充進させ，好中球，マクロファージの貧食を強
　め，或いは菌毒素を中和させる作用があることによ
　り抗体の細菌，ウィルス感染症に応用されている．
　一方，IgG分子をパパインで消化分解するとFab
　（antigen　binding　fragment）とFc（crystallizable
fragment）に分解され，ペプシンで消化分解すると
FabとFcの結合部（蝶番部hinge　regi－on）を含む
L鎖，H鎖のN末端半分F（ab’），とFc’に分かれ
る．パパインで消化分解したFabは抗体結合活性の
みを有し，生物活性は弱く，分子量も小さく3sグロ
ブリンであるのに対し，ペプシンで消化分解した
hinge　regionで切断されたF（ab’）2は分子量がや
や大きく5sグロブリンで抗原抗体結合活性の外，
弱いが補体と結合しalternative　pathwayを作動す
るが好中球，マクロファージとの結合部位が無い故
殺菌作用は無いといわれている．
　しかし，細菌感染症にGVを使用した場合，菌の
消失がみられる故，GVが菌を障害していることが
推測される．
　そこで著者らは補体，好中球，マクロファージを
除いた状態で細菌とGVのみを混和し，試験管内で
経時的にGVの増菌抑制効果，電顕及び走査電顕で
K．pneumoniaeの変化を形態学的に観察した．培養
による雑菌抑制効果はグラム陰性菌の中緑膿菌，セ
ラチアを除き6時間までは増菌抑制効果はみられる
が，24時間では生存し残った菌の増殖がみられた点
から全菌の完全死滅は得られないと考えられる．
　走査電顕でK．pneumoniaeの膨化，延長化がみ
られ菌の障害，或いは死滅所見も明らかに認められ
た．
　電顕でも細菌の膜に附着し，膜は屈曲が著明で，細
菌膜障害により菌膜の外層は外方に向かって二曲
し，内層は内方に向かって陥入し，あたかも嚢状に
膨れ，その中に菌内蛋白質が流入し，細菌の死滅寸
前の状態がみられた．
　つまり，GVは抗原と粘着し，膜の伸展，屈曲は
強くなり，膜の下方傾斜面に金コロイド粒子が流れ，
次いで魁町が亀裂し，細菌膜が切れ始め，切れた際
に小さい亀裂に金コロイド粒子が流入し，亀裂が小
さいときは膜は直ちに修復するが如き所見が認めら
れた．
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　したがって，膜面の抗原に抗体が附着し，附着し
た抗体より，細菌膜は呼吸障害に陥り，膜は障害さ
れ，断裂し，細菌内容物の流入により細菌が死滅す
ることが示唆される．
　生体では細菌膜の断裂に際し，膜間隙が大きい場
合には修復できず，細菌内容物の流出と同時に投与
された抗生剤が細菌内に流入することにより抗生剤
の効果をあげ，抗菌効果が得られるものと思われる．
V．結 語
　IgGのFcを有しないF（ab’）、，ガンマベニンを
用いてBHI，5％ガンマベニンBHI，10％ガンマベ
ニンBHI，12．5μg　AB－PCBHI，25μg　AB－PCBHI
12．5μgAB－PC十5％ガンマベニンBHI，25μg
AB－PC＋5％ガンマベニンBHI，にグラム陰性菌，
グラム陽性菌の増殖試験を行った．又補体，好中球，
マクロファージを除いて5％　ガンマベニンとK．
pneumoniaeを添加して37℃20分培養し，次の電
顕及び走査電顕の所見を得た．
　1）5％ガンマベニンBHI培地におけるグラム陰
性菌増殖試験では，緑膿菌，セラチアを除き，6時間
までは増殖抑制効果が得られるが，24時間には増殖
し，二値に復した．
　2）5％ガンマベニンはK．pneumoniaeの膜面の
PSGを抗原抗体反応で粘着し，細菌膜にキャップ状
に粘着する．
　3）抗体と反応した油膜では膜の屈曲伸展が著明
でGVで感作した金コロイド粒子は下方傾斜に流
れ膜面に附着する．
　4）障害された膜は外層は外方に向かって突出し，
内層は内方に陥入し嚢状を形成し，破裂寸前のもの
も認められる．
　5）膜面は断裂，亀裂すると細菌内容物は菌体外に
流出し，細菌は死滅する．
　6）菌膜の断裂が小さい場合は油膜は間隙を修復
し細菌は死から免れるが強い場合は細菌は死滅す
る．
　7）以上によりガンマベニンすなわちペプシンで
消化，分解したF（ab’）、は単独に細菌膜を障害する
ことにより殺菌効果を有すると思われる．
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